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摘要 :【 目的 】 本 研究 旨 在 优化 Grossowicz 氧 膨 酸 比 色 法 测定 粘 虫 Mythimna separata 谷 氨 酰胺 转 胺 
& ( MsTGase) 活力 的 组 合 条 件 ,以 MsTGase 酶 活力 为 依据 分 析 其 在 不 同龄 期 幼虫 体内 的 分 布 规律 。 
【方法 】 取 4 龄 粘 虫 幼虫 ,通过 组 织 匀 浆 和 沉 析 纯化 制备 MsTGase, 采 用 Grossowicz 比 色 法 测定 
MsTGase 酶 活力 ,并 对 Grossowicz 比 色 法 的 多 重 实验 因素 进行 正 交 优化 ,进一步 结合 差 速 离心 法 分 
析 不 同龄 期 幼虫 体内 和 亚 细 胞 组 分 (细胞 核 和 细胞 碎片 ,线粒体 ,微粒 体 以 及 胞 质 溶 胶 ) 中 MsTGase 
酶 活力 。[【 结果 】] 结 果 表 明 , 酶 浓度 、 底 物 浓度 、 反 应 体系 pH 值 .反应 温度 及 钙 离 子 浓度 等 实验 因素 
都 对 MsTGase 酶 活力 测定 结果 产生 显著 影响 ,其 影响 大 小 顺序 为 : 酶 浓度 > 温度 >pH> 底 物 浓度 > 
Ca ' 浓度 。MsTGase 酶 比 活力 测定 的 最 优化 条 件 : 酶 浓度 20 mg/mL、 底 物 浓度 0.04 mol/L、 反 应 体 
A pH 1446.5 测定 温度 37% ,不 添加 钙 离 子 。 在 1 -5 龄 幼虫 中 以 4 龄 幼虫 的 MsTGase 酶 活力 最 
高 ,其 比 活力 也 显著 高 于 其 他 冷 期 的 , 且 在 1-5 冷 幼 虫 胞 质 溶胶 中 MsTGase 酶 活力 分 别 占 各 亚 细 
胞 组 分 酶 活力 总 和 的 39% ,25% , 48% , 6096 和 61%。【 结 论 ] 所 获得 的 最 优化 条 件 适 用 于 粘 占 
MsTGase 酶 活力 测定 。MsTGCase 在 粘 忠 体内 呈 显 著 的 龄 期 表达 特征 和 亚 细 胞 分 布 规律 。 

关键 词 : 45k. 谷 氨 酰胺 转 胺 酶 ; 酶 活力 ; Grossowicz 比 色 法 ; 正 交 优化 ; 体内 分 布 
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Orthogonal optimization of the conditions for determining the activity of 
transglutaminase ( MsTGase) and its in vivo distribution in Mythimna 


separata ( Lepidoptera: Noctuidae) larvae 

RAO Wen-Bing, XU Jiu-Yong, ZHANG Xian-Fei, Solange MUHAYIMANA, HUANG Qing-Chun * 
(Shanghai Key Laboratory of Chemical Biology, School of Pharmacy, East China University of Science 
and Technology, Shanghai 200237 , China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to optimize the combination conditions in Grossowicz colorimetry for 
determining the activity of Mythimna separata transglutaminase ( MsTGase ), and to analyze the 
distribution of MsTGase in various larval instars based on its activity. [Methods] MsTGase was prepared 
from the 4th instar larvae of M. separata, purified by tissue homogenate and precipitation, and assayed 
by Grossowicz colorimetry. The multiple experimental factors of Grossowicz colorimetric method were 
optimized by orthogonal experiment. The MsTGase activities in larvae of different instars and subcellular 
fractions including cell nucleus and debris, mitochondria, microsomes and cytosol, which were separated 


by differential centrifugation, were further determined. [Results] The experimental factors such as 
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enzyme concentration , substrate concentration, pH value of the reaction system, temperature and calcium 
ion concentration had significant influences on the MsTGase activity, and the effect of the experimental 
factors was ranked in the descending order as enzyme concentration > temperature > pH value > substrate 


: 2+ 
concentration > Ca 


concentration. The optimum conditions for MsTGase activity determination included 
20 mg/mL of enzyme and 0. 04 mol/L of substrate in a reaction system of pH 6. 5, temperature 37°C ， 
and no Ca^* added. In the 1st — 5th instar larvae of M. separata, the MsTGase activity in the 4th instar 
larvae was the highest and its specific activity was also significantly higher than those in other larval 
stages. The MsTGase activities in the cytosol of the 1st — 5th instar larvae of M. separata accounted for 
3996 , 2596 , 4896 , 6096 and 6196 of the total enzyme activity of each subcellular fraction, respectively. 
[Conclusion] The optimum conditions obtained are applicable for determining the MsTGase activity. 
MsTGase shows a significant instar-dependent accumulation and subcellular distribution in M. separata 


larvae. 


Key words: Mythimna separata; transglutaminase; enzyme activity; Grossowicz colorimetry ; orthogonal 


optimization ; in vivo distribution 














谷 氮 酰胺 转 胺 酶 (transglutaminase ，FC 2.3.2. 13, 
TGase) , 叉 名 转 谷 氨 酰 胺 酶 或 谷 氨 酰 胺 转移 酶 ,是 
一 类 催化 酰胺 基 转 移 反应 的 多 功能 和 蛋白酶 ,能 够 催 
化 谷 氨 酰胺 肽 键 的 y- 甲 酰胺 基 团 与 赖 氨 酸 肽 键 的 
2- 氨 基 基 团 发 生 栈 基 转 移 反 应 形成 s-(Y- 谷 氮 栈 基 ) 
氨 酸 异 肽 键 ,参与 蛋白 -蛋白 的 交 联 或 胺 -蛋白 质 结合 
反应 (Nurminskaya et al., 2012; Eckert et al., 2014) 。 
TGase 广泛 分 布 于 微生物 植物 .无 疹 椎 动物 、 鱼 类 、 
鸟 类 等 机 体 组 织 内 ,但 目前 昆虫 源 TGase 的 研究 主要 
集中 于 黑 腹 果 量 Drosophila melanogaster、 家 人 看 Bombyx 
mori 和 埃及 伊 蚊 Aedes. aegypti. 等 模式 昆虫 (Phillips 
and Clark, 2017; Shibata and Kawabata, 2018) 。 研 究 
表明 ,办 比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae TGase 在 抑制 症 
原虫 发 育 的 免疫 反应 中 具有 重要 作用 ,TGase 的 基因 
沉默 会 导致 按 蚊 体内 由 损伤 诱导 的 杀 症 原虫 作用 的 
终 I 上 (Silveira et al., 2012; Nsango et al., 2013) 。 

TGase 活性 的 测定 方法 有 多 种 ,如 : 奕 光 法 、 放 
射 标记 法 、 氧 膨 酸 比 色 法 、 酶 联 比 色 法 ` 酶 联 内 烁 法 
和 酪 蛋白 栈 醛 分 光 光 度 法 等 ,但 每 种 方法 都 存在 或 
多 或 少 的 缺陷 ( 包 莹 玲 和 潘 力 ，2008; Beninati et 
al., 2009) 。 其 中 , 氧 且 酸 比 色 法 是 测定 TGase 酶 活 
力 最 常用 的 一 种 经 典 方法 ,重复 性 较 好 ,但 该 测定 方 
法 需要 依据 实验 条 件 和 TGase 的 物种 来 源 进 行 优化 
(Singh and Mehta, 1994; Gundemir et al., 2012 ) 。 
精忠 Mythimna separata 是 一 种 为 害 麦 类 、 玉 米 、 高 
梁 水 稳 等 粮食 作物 的 重要 农业 害虫 ,其 突然 暴发 成 
灾 , 常 造成 作物 严重 损失 。 目 前 ,有 关 粘 虫 MsTGase 
酶 活性 的 测定 方法 尚未 见报 道 。 本 研究 拟 在 
Grossowicz 氧 膨 酸 比 色 法 的 基础 上 ,采用 正 交 实验 
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法 对 MsTGase 活性 测定 条 件 进 行 最 适 优化 ,确定 粘 
虫 MsTGase 活性 测定 的 最 优化 条 件 ,以 MsTGase 酶 
活力 为 依据 进一步 分 析 其 在 粘 虫 不 同 发 育 时 期 的 体 
内 分 布 特征 ,为 发 展 MsTGase 快速 灵敏 检测 技术 和 
探 明 MsTGase 的 免疫 生理 作用 提供 实验 依据 。 








1 材料 与 方法 


1.1 材料 
1.1.1 供 斌 昆虫: 粘 虫 为 本 实验 室 长 期 饲养 的 敏感 
品系 。 饲 养 温度 为 23 +10 ,相对 湿度 70% , 光 周 期 
16L: 8D。 幼 虫 以 新 鲜 玉 米 叶 喂食 。 
1.1.2. 供 试 试剂 : L-A 94] -y- 8 F6] R2 . N ,-CBZ- 
Gln-Gly | cf .还 原型 谷 胱 甘 肽 . 考 马 斯 亮 蓝 G-250, 
牛 血 清 蛋 白 等 均 为 生化 试剂 (Sigma) 。 盐 酸 、 三 氧 
乙酸 、 六 水 三 氧化 铁 、 氧 氧化 钠 其 他 试剂 均 为 分 析 纯 
产品 (国药 集团 化 学 试剂 有 限 公 司 ) BCA 试剂 盒 
为 Thermo 产品 。 
底 物 溶液 的 配制 : 取 100 mg N,-CBZ-Gln-Gly 75 
于 2 mL 的 0.2 mol/L 氧 氧 化 钠 溶液 中 ,完全 溶解 后 
加 入 4 mL 的 0.2 mol/L Tris-HCl hW (pH 6.0)、 
2 mL 的 0.1 mol/L 凑 胺 溶液 和 2 mL 的 0.01 mol/L 
还 原型 谷 胱 甘 肽 溶液 ,调节 pH 6.0。 
显 色 剂 的 配制 :将 3 mol/L 盐酸 、12% =AL 
Wie 596 六 水 三 氧化 铁 ( 深 解 于 0.1 mol/L 盐酸 中 ) 3 
种 溶液 等 体积 混合 , 即 为 终止 反应 的 显 色 剂 。 
1.2 酶 源 制备 
参照 Singh 和 Mehta(1994) 的 制备 方法 并 略 作 
改进 。 取 大 小 均一 的 4 龄 期 粘 虫 幼虫 若干 头 , 饥 饭 
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处 理 4h 后 , 按 虫 体 和 缓冲 液体 积 比 1:3(wv) 的 比 
例 置 于 20 mmol/L Tris-HCl ZE Pii (pH 8.0) rp, vk 
浴 条 件 下 静 置 30 min 后 ,使 用 组 织 匀 浆 器 (PRO200 
型 ,美国 ) 充分 匀 浆 ,将 匀 浆 液 离心 (12 000 g 4%C )20 
min, 取 上 清 液 进行 冷冻 干燥 作为 酶 源 。 经 55% fi 
Re EEDLUE TII Sepadex G-100 凝 胶 沉 析 纯 化 后 (Zhang 
et al., 2018) ,收集 MsTGase ,用 Tris/ HCl 缓冲 液 将 
酶 粉 配制 成 20 mg/mL 的 酶 液 用 于 后 续 实验 。 
1.3 MsTGase 酶 活力 测定 

采用 氧 膨 酸 比 色 法 测定 粘 虫 MsTGase 酶 活力 ， 
以 Nu-CBZ-Cln-Cly 和 羚 胺 为 反应 底 物 (Grossowicz et 
al., 1950) 。 取 预 热 至 37% 的 100 uL 底 物 溶液 
(10 mg/mL) JIILA 50 pL 酶 液 , 混 匀 后 , 置 于 37C 恒 
温水 浴 条 件 下 反应 10 min ,然后 加 入 100 pL 显 色 剂 
终止 反应 ,离心 (8 000 g 5 min), 取 上 清 液 , 于 
BioTek Synergy 多 功能 酶 标 仪 波长 为 525 nm 处 进行 
比 色 , 读 取 吸 光度 值 (0D5s ) 。 以 不 添加 N,-CBZ- 
Gln-Gly 的 底 物 溶液 为 对 照 。 将 所 得 的 吸收 光 值 减 
去 对 照 和 空白 后 ,依据 标准 曲线 计算 出 样品 中 
MsTGase 酶 活力 。 












































标准 曲线 的 绘制 :以 工 - 谷 氨 酸 -y- 单 产 膨 酸 作 标 
准 曲线 。 将 100 mmol/L L-A 24 82 —y- P. s We EE 
进行 梯度 稀释 ,稀释 液 浓度 为 0，1.562，3. 125 ， 
6.25, 12.5, 25, 50 和 100 mmol[ 工 ,分 别 向 100 pL 
稀释 液 中 加 入 100 pL 显 色 剂 , 混 匀 后 ,于 多 功能 酶 
标 仪 波长 为 525 nm 处 测定 吸收 光 值 ,并 以 蒸馏 水 和 
显 色 剂 作为 空白 对 照 。 依 据 L-A 8082 y PES Ts 
浓度 和 吸光 度 值 (0Dsxs ) 绘制 标准 曲线 ,以 在 37°C 
时 每 毫升 反应 体系 中 每 分 钟 催化 形成 1.0 pmol/L 
L- 谷 氨 酸 -y- 单 关上 膨 酸 的 酶 量 为 一 个 酶 活力 单位 
(U) , MsTGase 酶 比 活力 单位 为 U/mg pro. 
1.4 MsTGase 酶 活力 测定 的 正 交 优化 

参照 已 有 TGase 的 相关 报道 ( Martin. et al., 
2003) , 选 定 用 于 优化 氧 脖 酸 比 色 法 的 实验 因素 : 
MsTGase 酶 浓度 (A) 、 底 物 浓度 (B) 、 反 应 体系 的 酸 
碱 度 (C) 反应 温度 (D) 及 钙 离 子 浓度 (上 ) ,每 个 实 
验 因素 均 设 定 5 个 处 理 水 平 ( 表 1)。 依 据 正 交 表 
125(5*) rh rie sg 8 25 个 处 理 组 合 进行 实验 ,分 别 
测定 各 实验 组 合 的 酶 比 活力 。 每 个 处 理 设置 平行 实 
验 3 次 ,每 个 实验 设 3 次 重复 。 






























































R1 正 交 实验 设计 的 实验 因素 及 处 理 水 平 


Table 1 Experimental factors and treatment levels for orthogonal projects 


正 交 实 验 因 素 Orthogonal experimental factors 





处 理 水 平 





Treatment MsTGase MEIE (mg/ml) 底 物 浓度 (mol/D) pH fi WE CC) Ca? * YKJE ( mmol/L) 
level MsTGase concentration Substrate concentration pH value Temperature Ca? * concentration 

(A) (B) (€) (D) (E) 

1 20 0.02 5.5 27 0 

2 40 0.04 6.5 37 5 

3 60 0.06 7.5 47 10 

4 80 0.08 8.5 57 20 

5 100 0.10 9.5 67 40 


1.5 MsTGase 的 体内 分 布 检测 

分 别 取 大 小 均一 的 1 -5 龄 粘 虫 幼虫 大 干 头 , 饥 
饿 处 理 4 h 后 , 按 虫 体 和 缓冲 液体 积 比 1:3(wv) 的 
比例 置 于 20 mmol/L Tris-HCl 缓冲 液 (pH 8.0) rp, 
冰 浴 下 项 置 30 min ,使 用 组 织 匀 浆 需 充分 匀 浆 后 ,将 
匀 浆 液 进行 差 速 离心 (高 希 武 等 , 1998) 。 第 1 次 离 
心 (600 g 10 min) ,收集 沉淀 ,标记 为 细胞 核 和 细胞 
碎片 组 ,同时 将 上 清 液 进行 第 2 次 离心 (10 000 g 
4C , 20 min) ,收集 沉淀 ,标记 为 线粒体 组 ,然后 将 
其 上 清 液 进行 第 3 次 离心 (105 000 g 4%C , 90 min), 
收集 沉淀 ,标记 为 微粒 体 组 ,上 清 液 标记 为 胞 质 溶 胶 
组 。 将 收集 所 得 的 各 组 分 冷冻 干燥 作为 酶 源 。 按 
1.2 节 方 法 分 离 纯 化 后 ,分 别 测定 各 组 分 中 














MsTGase 酶 活力 。 实 验 设 3 次 重复 ,每 个 重复 测定 
3 次 。 
1.6 蛋白质 浓度 测定 

采用 Bradford ( 1976 ) 方 法 使 用 BCA 和 蛋白 浓度 
测定 试剂 盒 ( Thermo) 测定 各 组 分 中 的 MsTGase £& 
白 含量 ,以 牛 血 清白 蛋白 作为 标准 蛋白 。 
1.7 数据 分 析 

采用 SPSS 22.0 和 Excel2007 软件 将 实验 数据 
进行 计算 和 统计 分 析 。 采 用 单 因 素 ANOVA 的 
Duncan 区 新 复 极 差 法 ( shortest significant range, 
SSR.) 进行 多 重 比较 ,差异 显著 水 平 设 为 0.05 和 
0.01, 
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2 结 


2.1 不 同 正 交 组 合 中 MsTGase Bois 77 

测定 结果 见 表 2 示 。 在 正 交 实 验 的 25 个 组 合 
中 ,每 个 组 合 中 均 表 现 出 一 定 的 MsTGase 酶 比 活 
力 ,但 不 同 组 合 组 中 精 虫 MsTGase 酶 比 活力 差异 较 
大 ,其 中 编号 20 的 处 理 组 A,B,C,D, E, 中 MsTGase 
酶 比 活力 最 小 ,为 0.107 U/mg pro ,而 编号 2 的 处 理 
2H A, B, C, D, E, 中 MsTGase 酶 比 活力 最 大 ,为 0.747 
U/mg pro ,二 者 之 间 呈 极 显 著 差 异 (P<0.01)。 
2.2 不 同 实验 因素 对 粘 虫 MsTGase 酶 比 活力 的 
影响 


实验 设 定 的 5 个 因素 均 对 MsTGase 酶 比 活 力 产 























生 一 定 的 影响 ( 表 3)。 正 交 试 验 结果 的 方差 分 析 表 
明 ,5 个 实验 因素 对 MsTGase 酶 比 活力 的 影响 均 呈 
极 显著 程度 (P <0.01)。 依 据 严 值 大 小 得 到 5 个 因 
素 影响 程度 顺序 为 : 酶 浓度 > 温度 >pH 值 > 底 物 浓 
度 > Ca 浓度。 极 差分 析 结 果 ( 表 4) 表明 ,5 个 实 
验 因素 的 不 同 处 理 水 平 对 MsTGase 酶 比 活力 影响 
程度 差异 较 大 , 且 每 个 因素 的 5 个 处 理 水 平 中 均 出 
现 峰值 ,说 明 所 设 定 的 5 个 处 理 水 平 涵盖 了 检测 
MsTGase 酶 比 活力 的 最 优化 条 件 。 依 据 极 差 值 大 
小 ,5 个 实验 因素 对 MsTGase 酶 比 活力 的 影响 程度 
顺序 : 酶 浓度 > pH fü iR > 底 物 浓度 Cati 
度 , 其 中 酶 浓度 对 MsTGase 酶 比 活 力 的 影响 程度 最 
大 ,处 理 组 A,B,C,D,E, 是 测定 MsTGase 酶 比 活 力 
的 最 适 组 合 。 




















X2 粘 虫 MsTGase 在 不 同 正 交 实验 [L25 (5°) ] 处 理 组 条 件 下 测定 的 比 活力 


Table 2 MsTGase specific activity in different treatments of L25(5*) orthognal combinations 











gg MA MsTGase 比 活力 (U/mg pro) "c Ma TGase PETRA CUATUESDISQ 
Treatment MsTGase specific activity Treatment MsTGase specific activity 

N combination I I I 合计 Total No: combination I I ll 合计 Total 
1 A,B,C,D,E, 0.217 0.217 0.216 0.217 x 0.001 14  AS,B,C,D,E,; 0.290 0.272 0.261 0.274 x 0.015 
2 A,B,C9D;E;, 0.775 0.757 0.709 0.747 x 0.033 15  A,B,C,D,E, 0.445  Á 0.432 0.413 0.430 x 0.016 
3  A,B,C,D,E, 0.439 0.434 0.419 0.431 x0.010 16  A,B,C,D;E. 0.332 0.323 0.314 0.323 +0. 009 
4  A,B,C,D,E, 0.502 0.501 0.494 0.499 x 0.004 17  A,B,C;D,;E, 0.123 0.121 0.120 0.121 x0.001 
5 AiBsCsDsEs 0.363  Á 0.351 0.352 0.355 +0. 007 18 | A,B,C,D,E, 0.293 0.286 0.283 0.287 x 0.005 
6  A;B,C,D;E, 0.457 0.454 0.438 0.449 +0.011 19  A,B,C,D;E, 0.680 0.673 0.644 0.665 x0.019 
7  A$B,C,D,E,; 0.413 0.405 0.388 0.402 x 0.013 20  A,B;C,D,E, 0.112 0.107 0.103 0.107 x 0. 005 
8  A,B,C,D;E, 0.611 0.588 0.568 0.589 «0.021 21 AS;B,C;D,E, 0.223 0.212 0.203 0.212 x 0.010 
9  A,B,C;D,E, 0.568 0.559 0.536 0.554 € 0.017 22  A;B,C,D;E, 0.272 0.267 0.259 0.266 x 0. 006 
10 A;,B;C,D,E, 0.490 0.487 0.461 0.479 x0.016 23  A;B,C,D,E.; 0.148 0.146 0.143 0.148 +0. 003 
11 A,B,C;D;E;, 0.187 0.181 0.181 0.183 +0. 003 24  AS;B,C,D;E, 0.322 0.319 0.310 0.317 +0. 006 
12 Aj4B,C,D,E, 0.165 0.165 0.162 0. 164 +0. 002 25  A;B;C,D,E, 0.191 0.183 0.178 0. 184 +0. 007 
13 A,B,C;D,E4 0.313 0.308 0.302 0.308 +0. 005 
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表 中 下 标 数字 表示 125(5* ) 正 交 实验 中 5 个 因素 的 不 同 处 理 水 了 

















姓 处 理 水 平 设 3 次 重复 ( 工 - M). The subscript numbers in the table 








represent different treatment levels of five factors in L25 (55) orthogonal experiment, with three repetitions ( |. — 亚 ) for each treatment level. 


R3 正 交 L25(5°) 实 验 中 5 个 实验 因素 对 MsTGase 酶 比 活力 影响 的 方差 分 析 


Table 3 Variance analysis of the effect of five factors on MsTGase specific activity in the L25(5*) orthogonal experiment 








变异 来 源 平方 和 自由 度 m F (f 
Source of variation Sum of square Freedom degree Mean square F value 
MsTGase 酶 浓度 MsTGase concentration (mg/mL) 0.826 4 0.207 79.879 * 
底 物 浓度 Substrate concentration (mol/L) 0.292 4 0.073 28.226 * 
pH 值 pH value 0.396 4 0.099 38.262 * 
温度 Temperature (C) 0.408 4 0. 102 39.469 ** 
Ca? * 浓度 Ca? * concentration ( mmol/L) 0. 099 4 0.025 9.6107" 
误差 项 Error 0.139 54 0.003 








表 中 


号 和 双星 号 分 别 表示 差异 显著 (P<0.05) 和 极 显 著 (P <0.01)(ANVOA 检验 )。The asterisk and double asterisk indicate significant 


difference (P <0.05) and extremely significant difference (P <0.01), respectively, by ANOVA test. 
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表 4 IESEL25(5") 实验 中 5 个 实验 因素 对 MsTGase 酶 比 活力 影响 的 极 差分 析 
Table 4 Range analysis of the effect of five factors on MsTGase specific activity in the L25(5*) orthogonal experiment 


正 交 实验 因素 Orthogonal experimental factors 



































处 理 水 平 MsTGase 酶 浓度 (mg/ mL) 底 物 浓度 (mol/L) pH 值 温度 (% ) Ca^ * VK RE ( mmol/L) 
Treatment level MsTGase concentration Substrate concentration pH value Temperature Ca? * concentration 
(A) (B) (C) (D) (E) 
1 0. 449 0.277 0. 305 0.238 0.335 
2 0.495 0.340 0. 488 0.435 0.391 
3 0.272 0.352 0. 288 0.292 0. 390 
4 0.301 0. 462 0.352 0. 366 0.326 
5 0.225 0.311 0.310 0.412 0. 300 
极 差 值 Range value (ki) 0.270 0.185 0. 200 0.197 0.091 
最 佳 水 平 Optimum level 2 4 2 2 2 
表 中 数据 为 各 实验 因素 在 不 同 处 理 水 平 下 MsTGase 酶 比 活力 值 的 平均 值 (n = 15) ;. Data in the table are the average values of MsTGase specific 


activity at different treatment levels (n 215). 











2.3 实验 因素 各 处 理 水 平 对 粘 虫 MsTGase 酶 比 活 
力 影响 

采用 单 因 素 ANOVA 的 Duncan. 氏 新 复 极 差 法 
进行 多 重 比较 , 结 果 如 表 5 所 示 。 最 佳 酶 浓度 为 20 
和 40 mg/mL, 二 者 之 间 差 异 不 显著 。 最 佳 底 物 浓度 
为 0.04, 0. 06 和 0. 08 mol/L, 三 者 之 间 差 异 不 { 
Fo MERREJ pH 6. 5, 其 与 pH 7.5, 5.5 和 
9.5 对 MsTGase 酶 比 活力 测定 的 影响 差异 呈 极 显 
著 。 尽 管 温度 在 37, 57 和 67% 条 件 下 对 MsTGase 


酶 比 活力 测定 的 影响 差异 不 显著 ,但 是 温度 过 高 会 
导致 测定 体系 中 的 蛋白 显著 损失 ,最 佳 温度 应 选择 
37% 。 对 于 Cat 浓度 ,无 论 是 a 20.05 还 是 a = 
0.01 的 差异 水 平 下 ,所 选取 的 5 个 浓度 对 MsTGase 
酶 比 活 力 影响 的 差异 均 不 显著 。 因 此 ,MsTGase 酶 
比 活 力 测 定 的 最 优化 条 件 为 A1B,C,D,E, 即 : 酶 浓 
度 20 mg/mL、\ 底 物 浓度 0.04 mol/L 反应 体系 pH 值 
6.5 测定 温度 37Y ,不 添加 钙 离 子 。 








































































































X5 5 个 实验 因素 的 不 同 处 理 水 平 对 MsTGase 酶 比 活力 影响 的 SSR, 比较 


Table 5 Multiple comparison of different treatment levels of five factors on MsTGase activity using SSR, comparison 


实验 因素 实验 因素 水 平 (差异 值 ) 


Experimental factors Level of experimental factors ( difference value) 








MsTGase 酶 浓度 


20(0.449) Aa 
MsTGase concentration ( mg/mL) 


40(0.495) Aa 60(0.272) Bb 80(0.301) Bb — 100(0.225) Bb 


底 物 浓度 Substrate concentration (mol/L) 
pH {Ë pH value 


0.02(0.277) Bb 
5.5(0.305) Bb 


0.04(0.340) ABab 0.06(0.352) ABab 0.08(0.462) Aa 0.10(0.311) Bab 
6.5(0.488) Aa 7.5(0.288) Bb — 8.5(0.352) Bab 9.5(0.310) Bb 
27(0.238) Cb 37(0.435) Aa 47(0.292) Bb — 57(0.366) ABab 67(0.412) ABa 
Ca^ * 浓度 Ca^ * concentration ( mmol/L) 0(0.335) Aa 5(0.391) Aa 10(0.390) Aa 20(0.326) Aa — 40(0.300) Aa 
各 实验 因素 的 样本 调和 均值 都 为 15(N=15) ,同行 数据 后 不 同 大 小 写字 母 分 别 表 示 a 0.05 $10.01 水 平 上 差异 显著 。The sample harmonic 


means of experimental factors are 15 (N 215) , and the capital and lowercase letters following the data in the same row indicate significant difference at 


温度 Temperature (C ) 


alpha 20.05 and 0. 01, respectively. 





2.4 粘 虫 不 同龄 期 幼虫 体内 MsTGase 酶 活力 量 显 著 高 于 3 龄 幼虫 ,但 5 龄 和 3 龄 幼虫 体内 
不 同龄 期 粘 虫 幼虫 体内 均 含 有 MsTGase, 目 各 MsTGase 酶 比 活力 无 显著 差异 (P >0.05 ) 。 结 果 表 
龄 期 粘 虫 MsTGase 酶 活力 和 比 活力 均 存 在 显著 差 —— 9],MsTGase 酶 活力 的 变化 特征 与 粘 虫 幼虫 生长 发 










































































异 ,结果 见 表 6 示 。 幼 虫 体内 MsTGase 具有 显著 的 育龄 期 有 关 。 
龄 期 分 布 特征 。4 龄 幼虫 体内 MsTGase 酶 活力 最 2.5 粘 虫 不 同龄 期 幼虫 体内 MsTGase 的 亚 细 胞 
高 , 且 比 活力 也 显著 高 于 其 他 龄 期 。1 龄 幼虫 体内 分布 














MsTGase 酶 活力 最 低 ,但 比 活力 仅 次 于 4 龄 幼虫 体 
内 MsTGase 比 活力 。5 龄 幼虫 体内 MsTGase 和 蛋白 含 


MsTGase 在 各 龄 期 幼虫 亚 细 胞 组 分 中 的 活力 见 
图 1 示 。 结 果 表 明 , 在 1 -5 龄 期 幼虫 胞 质 溶胶 中 ， 
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MsTGase 酶 活力 分 别 占 各 亚 细 胞 组 分 酶 活力 总 和 的 
3996, 25% , 48% , 6096 和 6196 。 在 细胞 核 和 细胞 
碎片 中 ,MsTGase 酶 活力 最 高 峰 出 现在 2 龄 幼虫 期 ， 
且 随 着 幼虫 的 生长 ,MsTGCase 酶 活力 逐步 减弱 。 在 
线粒体 和 微粒 体 中 ,各 龄 期 检测 到 的 MsTGase BETIS 





力 差 异 不 显著 , 且 酶 活力 较 弱 。 在 胞 质 溶胶 中 ， 
MsTGase 酶 活力 随 着 幼虫 龄 期 增长 而 显著 增加 ,4 
龄 幼虫 胞 质 溶胶 中 MsTGase 酶 活力 最 高 ,说 明 幼 虫 
体内 MsTGase 在 胞 质 溶胶 中 含量 最 多 。 























表 6 ， 粘 虫 不 同龄 期 幼虫 体内 MsTGase 酶 活力 


Table 6 MsTGase activities in Mythimna separata larvae of different instars 


和 蛋白 含量 (mg/mL) 比 活力 (U/mg pro) 


龄 期 MsTCase 酶 活力 (U) 
Instar MsTGase activity 


Protein content 


Specific activity 





1 龄 1st instar 
2 龄 2nd instar 
3 龄 3rd instar 
4 fli 4th instar 
5 龄 Sth instar 


0.996 x 0.045 Ee 
1.669 x 0.031 Dd 
3.068 x 0.034 Cc 
5.768 +0. 036 Aa 
3.701 +0. 081 Bb 


3.061 +0. 083 De 
8.269 +0.245 Cd 
10.788 +0. 505 Bc 
11.916 +0. 040 Bb 
14.229 +0.264 Aa 


0.326 +0. 023 Bb 
0. 202 +0. 008 Cd 
0.283 +0. 008 Cc 
0.484 +0.012 Aa 
0.260 +0.019 Ced 


表 中 数值 为 平均 值 + 标准 差 ; 同 列 数据 后 不 同 大 写 和 小 写字 母 分 别 表 示 差 异 显 著 ( 忆 <0.05 ) 和 极 显著 ( 忆 <0.01) 。Data in the table are mean + 


SD. The capital and lowercase letters following the data in the same column indicate significant difference ( P «0. 05) and extremely significant difference 





(P «0.01) , respectively. 
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亚 细 胞 组 分 Subcellular fractions 


图 1 粘 虫 不 同龄 期 幼虫 体内 MsTGase 酶 活力 的 亚 细 胞 分 布 
Fig. 1 Subcellular distribution of the MsTGase activity in Mythimna separata larvae of different instars 
ND: 细胞 核 和 细胞 碎片 Cell nucleus and debris; MI; 线粒体 Mitochondrion; MS; 微粒 体 Microsome; CS: 胞 质 溶胶 Cytosol. 柱 上 星 号 和 双星 号 分 
别 表示 不 同龄 期 幼虫 的 相同 亚 细 胞 组 分 之 间 的 差异 显著 (P<0.05) 和 极 显 著 (P «0.01) CANVOA 检验 ) ; The asterisk and double asterisk 


indicate significant difference ( P «0. 05) and extremely significant difference ( P <0.01), respectively, between the same subcellular fraction from 





larvae of different instars by ANOVA test. 


3 讨论 


谷 氮 酰 胺 转 胺 酶 存在 于 动物 和 昆虫 组 织 

1996; Zhang et al., 2018) 。 作 为 
一 种 多 功 外 EHE PONI, TGase HA f [E58 F1 i 5 24 
酰胺 残 基 与 赖 氨 酸 残 基 交 联 的 活性 ,还 能 结合 和 水 


( Matsumura et al., 






































fit GTP ,在 细胞 分 化 基质 的 稳定 、 伤 口 愈合 .信号 转 

导 动物 发 育 等 许多 生理 和 病理 过 程 中 起 着 重要 作 
用 ( 李 平 和 朱 运 松 ，2002) 。 在 果 晶 中 , TGase TE 
皮 形 成 、 血 淋巴 凝聚 和 病原 物 包 被 免疫 反应 中 起 关 
键 作 用 ,并 通过 多 胺 与 NF-Kb-like 转录 因子 Relish 
结合 或 Relish 和 蛋白 -蛋白 交 联 来 抑制 免疫 缺陷 
(immune deficiency, IMD) 途径 ,促进 果 晶 的 免疫 而 
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受 性 ;TGase 在 肠 道中 通过 几 丁 质 与 结合 蛋白 的 交 
联 形成 物理 性 基质 (physical matrix) ,维持 肠 道内 微 
生物 菌 群 的 稳 态 (Lindgren et al., 2008; Shibata and 
Kawabata, 2018) 。 

动物 和 昆虫 组 织 中 的 TGase 可 以 通过 离子 交 
换 ` 层 析 等 过 程 进 行 分 离 纯 化 。 本 课题 组 曾 分 离 纯 
化 并 制备 了 粘 虫 MsTGase, 系统 研究 了 MsTGase 的 
性 质 和 酶 催化 功能 特性 (Zhang et al., 2018), fH 
是 ,不 同 来 源 的 TGase 其 性 质 也 有 所 不 同 , 动 物 组 织 
中 的 TGase 稳定 性 .pH 值 温 度 以 及 对 底 物 的 要 求 
等 均 不 同 于 微生物 TGase, 且 不 同 肝 脏 或 组 织 的 
TGase 其 性 质 也 并 不 完全 相同 ( 王 书 平和 刘 俊 华 ， 
2010) 。 针 对 粘 虫 MsTGase 活性 尚 缺乏 灵敏 的 检测 
条 件 。 本 研究 采用 正 交 实验 在 Grossowicz 5f; R2 EE 
色 法 的 基础 上 优化 并 获得 了 用 于 测定 粘 虫 MsTGase 
酶 活性 的 最 适 条 件 , 极 差分 析 及 方差 分 析 结 果 均 表 
HH ,实验 所 选 的 5 个 因素 包括 MsTGase 酶 浓度 、 底 物 
浓度 、 反 应 体系 pH 值 . 反 应 温度 及 Ca 浓度 等 都 对 
测定 酶 活力 产生 显著 影响 ,其 影响 大 小 顺序 : 酶 浓 
度 > 温 度 > pH > 底 物 浓度 > Ca?* 浓度 。MsTGase 
酶 活性 测定 的 最 优化 条 件 : 酶 浓度 20 mg/mL EW 
浓度 0. 04 mol/L, 反应 体系 pH 值 6.5、 测 定 温度 
37C ,不 添加 钙 离 子 。 在 此 测定 条 件 下 ,MsTGase 的 
灵敏 度 最 高 , 且 酶 比 活 力 最 大 。Tsai 等 (1998) 曾 报 
道 ,微生物 源 MTGase 酶 活力 不 需要 钙 离 子 的 激活 ， 
而 哺乳 动物 tTGase 有 明显 的 钙 离 子 依 赖 性 。 由 此 
推测 , 粘 虫 MsTGase 具有 不 同 于 哺乳 动物 tTGase 的 
酶 学 性 质 。 

研究 发 现 , 人体 tTGase 主要 存在 于 细胞 浆 
(93% ) ,少量 位 于 细胞 核 线 粒 体 、 细 胞 膜 及 膜 表面 
(796 ) (Kuo et al., 2011) 。 正 常 细胞 处 于 G,/6, 期 
时 ,tTGase 转录 水 平 最 高 ,M 期 细胞 {TGase 转录 水 
平 最 低 ( 李 平和 朱 运 松 ，2002 ) 。 本 人 研究 发现 ， 
MsTGase 具有 显著 的 龄 期 表达 特征 。4 龄 幼虫 体内 
MsTGase 酶 活力 显著 高 于 其 他 龄 期 ;尽管 5 龄 幼虫 
体内 MsTGase 蛋白 含量 高 于 4 龄 幼虫 ,但 比 活力 仍 
低 于 4 龄 幼虫 ,推测 这 可 能 与 幼虫 的 预 肾 期 有 关 。 
差 速 分 离 结 果 也 表明 ,不 同龄 期 粘 虫 幼虫 MsTGase 
呈现 出 一 定 的 亚 细 胞 分 布 规律 。 在 初 龄 幼虫 中 
MsTGase 在 胞 质 溶 腕 和 细胞 核 及 细胞 碎片 中 含量 较 
多 , 随 着 虫 体 发 育 和 龄 期 增加 ,MsTGase TE Hel Joc es oz 
中 含量 逐渐 增多 。 这 种 不 同龄 期 和 不 同 亚 细胞 组 织 
中 MsTGase 酶 活力 水 平 的 不 同 说 明 MsTGase 在 粘 
虫 幼虫 生长 发 育 中 起 着 一 定 作用 。 越 来 越 多 的 研究 





























































































































表明 ,在 鲜 翅 目 和 双 翅 目 等 昆虫 中 TCase 催化 的 多 
组 分 交 联 参与 免疫 防卫 反应 ,形成 多 功能 免疫 复合 
物 进行 病原 识别 . 血 淋 巴 黑 化 和 凝固 以 及 血细胞 募 
集 等 (Phillips and Clark, 2017 ) ,有 关 MsTGase 具体 
的 作用 机 理 仍 有 待 进一步 深入 研究 。 
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